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RESUMO

A atividade mineradora de carvao produz varios contaminantes potencialmente toxicos, entre
eles encontra-se a drenagem 4cida de mina (DAM), caracterizada pela expressiva acidez
(pH<3,0) e elevada concentragcdes de metais como Fe, Al, Mn, Zn, Cu e Cd. Em geral, o
tratamento destas drenagens em Estacdo de Tratamento de Efluentes (ETE) ¢ feita através de
uma pré-correcao de pH e precipitagdo de metais. Entretanto, neste processo ha a geragdo de
sedimentos (lodo), o qual ndo ¢ aproveitado economicamente. Neste contexto, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade em organismos expostos a drenagem acida de
mina antes e apds o seu tratamento com sedimentos gerados em ETE. Para tanto, amostras de
DAM foram submetidas ao tratamento com o sedimento calcinado, sendo determinado o pH,
as concentragdes dos metais Fe, Al, Mn, Zn, Cu e Cd, além de ensaios de toxicidade aguda
(CLso) em Artemia sp., fitotoxicidade em Allium cepa L. e testes de clivagem de DNA
plasmidial in vitro, antes e apds o tratamento. Os resultados permitem demonstrar que a
drenagem ndo tratada apresentou expressiva acidez (pH=2,81) e elevada concentracdo de
metais (Fe =145,96; Al = 120,20; Mn = 22,09; Zn= 2,86 ¢ Cu= 0,12 mg.L'l), sendo que apds
o tratamento houve a redu¢do da acidez (pH = 7,29) e dos metais (Fe= 0,32; Al = 0,40; Mn =
0,88 ; Zn= 0,02 e Cu = 0,05 mg.L'l). Constatou-se que a DAM ndo tratada apresentou alta
toxicidade aguda em Artemia sp. (CLsp= 18,46%) e que apOs o tratamento ndo houve
mortalidade para este organismo. Nos ensaios de fitotoxicidade, houve significativa
(P<0,001) inibigdo do crescimento e redugdo do numero de raizes em Allium cepa L. (0,31+
0,26 cm e 6,3 + 6,2, respectivamente) expostas a drenagem nao tratada, quando comparada a
drenagem tratada (3,40+0,95 e 33,1 + 8,4, respectivamente), sugerindo a diminui¢do do efeito
toxico sobre a planta. A DAM ndo tratada apresentou alta atividade nucleasica com a redugao
da forma superenovelada (FI) e conseqiiente aumento da forma circular aberta (FII), sendo
que apoOs o tratamento, constatou-se que a forma superenovelada permaneceu em altas
porcentagens em todas as concentracdes e que a forma linear (FIII) apareceu somente nas
concentracdes mais elevadas, demonstrando diminui¢cdo do dano genotdxico. A partir dos
resultados obtidos, pode-se concluir que o sedimento calcinado poderia ser utilizado como
uma alternativa no tratamento de drenagem acida de mina de carvao, conferindo uma
utilidade econdmica ao mesmo e minimizando o seu dano ambiental.

Palavras-chave: drenagem dacida de mina de carvao; sedimento calcinado; pH; metais;
toxicidade aguda em Artemia sp.; fitotoxicidade em Allium cepa L.; atividade de clivagem de
DNA plasmidial.
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1 INTRODUCAO

A regido Sul de Santa Catarina vem se destacando no cenario mineral brasileiro desde
o inicio do século XX como importante produtor de carvdo mineral. Entretanto, esta
atividade econdmica tem promovido degradagdo ambiental evidenciada pela poluigao do ar e
da 4gua, impacto visual, perda de areas agriculturaveis, assim como a subsidéncia em zona
rural e urbana (MENEZES, LEAL FILHO, 2004).

A atividade mineradora produz varios contaminantes, entre eles encontra-se a
Drenagem Acida de Mina (DAM), que ¢é gerada especialmente pela oxida¢do de minerais
sulfetados. Entre os sulfetos freqiientemente encontrados e capazes de produzir a DAM estao
a pirita (FeS,), arsenopirita (FeAsS), calcopirita (CuFeS;) e calcocita (CuS;), sendo a primeira
a mais comum. Estas drenagens sdo caracterizadas pela expressiva acidez (pH <3,0), alta
condutividade e elevadas concentragcdes de metais como Al, Fe, Mn, Cu, Cd e Zn
(CAMPANER; LUIZ-SILVA, 2009).

Um dos efeitos promovido pelas drenagens ¢ o aumento na solubilidade de metais
pesados, o que resulta na acumulagdo destes elementos toxicos no ambiente, podendo causar a
degradacdo da qualidade de aguas superficiais e subterrneas, pela sua alta capacidade de
lixiviagao de elementos presentes no minério (CAMPANER; LUIZ-SILVA, 2009). Apresenta
ainda, alto potencial de contaminacdo do solo em dareas que ndo estdo cobertas pelo material
sulfetado dos depdsitos de rejeitos, o que se da através da inundagdo das planicies aluviais dos
rios contaminados pela DAM (SCHNEIDER, 2006).

Em organismos aquéticos, a drenagem pode provocar efeitos nocivos, tais como
disturbio respiratorio, osmorregulatorio, processos mutagénicos € cancerigenos € até a morte
da biota, comprometendo a cadeia alimentar, com conseqiiente diminui¢do ou extingao das
espécies em virtude dos baixos valores de pH do meio. Tem-se proposto que metais
comumente presentes em drenagem sao capazes de provocar diversos efeitos fitotoxicos, tais
como alteragdes estruturais, fisiologicas e bioquimicas de membranas, com conseqiientes
distarbios na sua composicdo, rigidez, fluidez, fluxo de dgua e de nutrientes; reducdo de
crescimento de tecidos, do didmetro basal ¢ da biomassa; disturbios do ciclo celular ¢ da
divisdo celular; reducdo do conteudo de clorofila e distirbio do processo de fotossintese;

genotoxicidade; indugdo de estresse oxidativo (GEREMIAS, 2008).
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Portanto, as drenagens constituem-se em contaminantes potencialmente capazes de
promover profundos efeitos nocivos sobre o ecossistema, havendo a necessidade do seu
tratamento, antes de serem lancadas no meio ambiente (GEREMIAS et al., 2008).

Diversos tipos de tratamento de drenagem 4cida tém sido propostos e, para tanto, sdo
levados em consideracdo os volumes gerados, além da andlise qualitativa e quantitativa dos
contaminantes presentes. Sugere-se que um tratamento efetivo seria aquele capaz de reduzir a
sua acidez, bem como, os niveis de metais do meio. Em geral, o tratamento destas drenagens
em Esta¢do de Tratamento de Efluentes (ETE) ¢ feito através de uma pré-correcao de pH com
agentes alcalinos (ex: CaO e CaCOs), com posterior utilizagdo de resinas idnicas, colunas de
filtragdo, processos de adsorcdo, coagulacao, floculagdo e flotagdo para remocdo de metais
(JOHNSON, HALLBERG, 2005; CAMPANER, LUIZ-SILVA, 2009).

Entretanto, na etapa de pré-correcdo de pH das drenagens em ETE sdo formados
sedimentos (lodo) decorrentes da precipitagdo de metais, os quais, em muitos casos, ndo sao
aproveitados economicamente, sendo depositados no meio ambiente de forma inadequada,
vindo a comprometer a qualidade do ambiente de vida, havendo a necessidade de se dar um
destino aos mesmos. Neste contexto, a utilizagdo de Oxidos obtidos por processo de
calcinagdo de sedimentos oriundos da ETE em empresa de mineragao de carvao, poderia ser
uma alternativa do tratamento das drenagens, uma vez que estes 0xidos tém se mostrado
capaz de atuar como adsorvente de H3O", provocando a elevacdo do pH, com conseqiiente
precipitacdao e remocao de metais (GEREMIAS et al., 2008). Desta forma, o emprego destes
sedimentos para o tratamento da drenagem poderia ser uma alternativa importante para o seu
uso, minimizando os impactos de sua deposi¢ao ao meio ambiente.

Para avalia¢do da toxicidade da drenagem e da eficicia do seu tratamento, além da
determinagdo de parametros fisico-quimicos (ex: metais e pH), pode-se propor testes em
organismos bioindicadores. Trabalhos na literatura tém sugerido o uso de microcrustaceos
Artemia sp. para a avaliagdo da toxicidade de efluentes industriais, incluindo-se os de elevada
acidez e de expressiva concentracdo de metais. O uso de Allium cepa L. (cebola) como
organismo bioindicador também tém sido sugeridos para avaliagdo de ambientes
contaminados, podendo ser avaliados varios parametros fitotoxicos, tais como: bioaciimulo de
contaminantes em diferentes tecidos (raizes, folhas e bulbos); inibi¢do de crescimento tecidual
(raizes, folhas e bulbos); efeitos citogenéticos e mutagénicos, entre outros. O potencial
genotdxico de contaminantes ambientais também pode ser avaliado in vitro pelo seu contato
direto com o material genético e, para este proposito, tem-se indicado teste de atividade de

clivagem de DNA Plasmidial (SREEDHARA; COWAN, 2001)
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Portanto, aliando-se a avaliagdo de parametros fisico-quimicos com ensaios em
organimos bioindicadores, poderia-se ter uma melhor caracterizagdo da drenagem &cida de
mina, bem como, uma avaliacdo mais efetiva do processo de tratamento da mesma,
empregando-se o sedimento calcinado como material alternativo.

Neste contexto, € que o presente projeto se propde a avaliar a toxicidade da
drenagem dcida de mina de carvao sobre organismos bioindicadores antes € apds 0 seu

tratamento com o sedimento calcinado gerado em Estacdo de Tratamento de Efluentes.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Atividades de minerac¢do de carvao e geracio de contaminantes ambientais

A exploracdo do carvao mineral caracterizou-se, desde o seu inicio no século XX,
como atividade econdmica fundamental ao desenvolvimento de toda a regido sul de Santa
Catarina (DE LUCA; GASTALDON, 1999; DEFAVERI, 2009; SILVEIRA, 2009).

O Distrito Carbonifero da regido sul de Santa Catarina possui 1.850 Km? abrangendo
os municipios de Orledans, Lauro Miiller, Criciuma, Sideropolis, Treviso, Urussanga,
Forquilhinha, Igara, Maracaja e Ararangua (CETEM, 2002).

A exploragdo do carvdo em Santa Catarina ¢ feita em minas subterrdneas e a céu
aberto, processos estes que acarretam problemas ambientais, pois modificam a estrutura do
meio natural, pela disposi¢cdo inadequada dos residuos da mineragao, causando contaminagao
de aguas superficiais e subterraneas, promovendo alteragdes na atmosfera ao redor das minas
pela geragdo de gases e poeiras e perdas de solo fértil (SANCHEZ; FORMOSO, 1990 apud
CAMPOS, M. L., ALMEIDA, J. A., SOUZA, L. S., 2003).

Dentre os contaminantes ambientais provenientes da atividade mineradora encontram-
se as drenagens acidas de minas de carvdo (DAM). Na Bacia Carbonifera do Sul de Santa
Catarina estdao cadastrados cerca de 786 Km de rios atingidos por drenagens acidas de mina,
estas envolvendo as bacias dos Rios Ararangud, Tubardo e Urussanga (SCHINEIDER, 2006).

A DAM caracteriza-se pela expressiva acidez (pH<3,0) e elevada concentragao de
metais, como Al, Fe, Mn, Cu, Cd e Zn. A acidez da drenagem écida de mina ¢ principalmente
devido a percolagdo de aqiiiferos através de sulfetos, um dos quais € a pirita (FeS,). Quando
exposta ao ar e 4 4gua, a pirita é oxidada e dissocia liberando Fe** em solugio (I), que podem
rapidamente se oxidar a Fe™ e precipitar na forma de hidréxidos (II). Depois que a rea¢do 1
comeca, um ciclo é desencadeado quando Fe™ é oxidado a Fe™ (Il) e, posteriormente,

reduzido pela pirita liberando Fe'™ e adicional acidez (IV) (GEREMIAS et al. 2008).

2 FeSy(s) + 7 Ox(g) + 6 Ho0(1) == 2 Fe™ + 4 SO~ + H30" (D
4 Fe'? + 18 HO(l) + Ox(g) = 44 Fe (OH); + 8 H;0" (ID)
4Fe™ + 1% 0y(g) + 2 H;0" == 4 Fe" + 3 H,0(l) (111)

FeSy(s) + 14 Fe™ + 24 H,O(1) == 15 Fe™ +2 S04~ + 16H;0" (IV)
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Assim, estas drenagens de elevada acidez e ricas em metais constituem em um dos
principais poluentes decorrentes da mineragdo do carvdo e capazes de provocar o

comprometimento da qualidade ambiental.

2.2 Efeitos toxicos da drenagem acida de mina de carvao (DAM) em sistemas bioldgicos

A DAM ¢ capaz de atingir os mananciais hidricos, comprometendo a sua qualidade
com conseqiiente promog¢ao de danos as populagdes de seres vivos que vivem nestes locais,
uma vez que, no ambiente aquatico, seus metais podem permanecer em solucdo como ions
livres ou na forma de complexos e serem captados pelos seres vivos. Tem-se proposto que
ambientes aquaticos cujo pH e as concentracdes de metais se encontram em niveis ndo
tolerados, podem causar efeitos deletérios e até mesmo a morte da biota exposta (RIDGE,
1998; BENASSI, 2004 apud GEREMIAS, 2008).

A literatura tem demonstrado toxicidade aguda em microcrustaceos Artemia sp.
quando exposta a efluentes de mineracdo de carvao, tendo sido sugerido que seu efeito toxico
estaria relacionado a expressiva acidez (pH<3,0) e elevada concentracdo de metais como
ferro, aluminio, manganés, cobre, chumbo, arsénio, cddmio e niquel (GEREMIAS, 2008;
GEREMIAS et al., 2008).

Em plantas, a exposicdo a metais como ferro, aluminio € manganés ¢ capaz de
provocar o seu bioacimulo em diferentes tecidos e promover diversos eventos metabolicos,
interacdo com biomoléculas e estruturas celulares, com conseqiientes efeitos fitotoxicos
(CLEMENS et al., 2006 apud GEREMIAS, 2008). Dentre os efeitos, pode-se citar: alteragdes
estruturais, fisiologicas e bioquimicas de membranas, com consequentes distirbios na sua
composi¢ao, rigidez, fluidez, fluxo de dgua e de nutrientes; reducao de crescimento de tecidos
(ex: raizes e folhas), do didmetro basal e da biomassa; disturbios do ciclo celular e da divisao
celular, redugdo do conteido de clorofila e distarbio do processo de fotossintese;
genotoxicidade entre outros (ARUN et al., 2005; TAMAS et al., 2006 apud GEREMIAS,
2008).

Em organismos aquéticos, a drenagem pode provocar efeitos nocivos, tais como
disturbio respiratorio, osmorregulatorio, processos mutagénicos € cancerigenos € até a morte
da biota, comprometendo a cadeia alimentar, com conseqiiente diminui¢do ou extin¢ao das
espécies em virtude dos baixos valores de pH do meio (GEREMIAS, 2008 apud BORGES,
2009).
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Como muitos outros poluentes, a drenagem acida de mina pode causar uma reduc¢do na
diversidade e numeros totais, ou abundancia, de macroinvertebrados e também mudanca na
estrutura de comunidades, por exemplo, uma baixa percentagem. Condi¢des variavelmente
degradadas sdo caracterizadas por domindncia de certos representantes taxondmicos de
organismos tolerantes a poluicdo, por exemplo, minhoca-da-terra (Tubifidae), larva de
mosquito (Chironomidae), larva-de-amieiro (Sialis), larva de garca azul (Tipula), larva-de-
verme (Ptilostomis), e insetos ndo bentdnicos predadores, como besouros de mergulho
(Dytiscidae) e barqueiros dgua (Corixidae) (NICHOLS e BULOW, 1973; ROBACK e
RICHARDSON, 1969; PARSONS, 1968 apud PENNSYLVANIA, 1998).

Em estudos de avaliagdo da biodiversidade realizada no Rio Vascao (cinturdo sul da
mineracdo Ibérica, préximo a uma mina de rejeitos piritosos de cobre e ferro), em regido nio
contaminada foi observada 43 tidxons no total, dos quais 37% pertenciam as ordens
Ephemeroptera e Trichoptera. Entretanto, em locais impactados pela DAM cujo valor de pH
era de 3,39, além da presenga elevada concentragdo de metais, estas ordens estavam
significativamente diminuidas. Este perfil demonstra que a DAM ¢ um contaminante
ambiental com efeitos negativos sobre os organismos, afetando as populagdes dos ambientes
aquaticos que se localizam principalmente proximos de areas mineradas (GERHARDT, A.,
JANSSENS DE BISTHOVEN, L., SOARES, A.M.V.M., 2004).

Drenagens ricas em metais também estdo envolvidas na geragdo de espécie reativas
(ERO’s) de oxigénio e conseqiiente danos oxidativos tais como carbonilacdo de proteinas,
peroxidacdo lipidica, fragmentagdo de DNA e até morte celular (WINSTON e DI GIULIO,
1991 apud J. C. BENASSI et al., 2006).

Os metais pesados langados no solo ou corpos d’dgua podem se tornar persistentes no
meio ambiente. A forma livre ou idnica € indesejada pela possibilidade de ser incorporada a
cadeia alimentar por meio de fontes de consumo humano. A exposicdo a metais também ¢
capaz de promover efeitos sobre a saide humana, e dentre os mesmos encontram-se oOs
propostos por Larson e Weincek (1994) (QUEIROZ, 2006), os quais estao descritos na tabela
1.
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Tabela 1. Principais efeitos nocivos associados aos metais pesados (LARSON e WEINCK,
1994, apud QUEIROZ, 2006).

Metal Pesado Efeitos Nocivos

A intoxicagao cronica provoca a formagao

de feridas, gangrena, cancer de pele e danos

Arsénio o
em Orgaos vitais
' Disfuncgao renal, efisema pulmonar e
Cadmio
osteoporose
Afeta o metabolismo do calcio, inibindo
Chumbo sistemas enzimaticos e alteragdes
neurologicas
Cobre Vomitos, hipotensao, ictericia, coma e morte
Cromo Carcinogénico na forma hexavalente
Lesoes cerebrais, danos aos testiculos e
Manganés . .
1mpotencia
Merctrio Lesoes cerebrais
Adstringéncia e coloracdo empalidecida
Zinco

(acima de 3pg.mL™)

Portanto, o potencial toxico apresentado pelas drenagens acidas de mina de carvao
indica a necessidade da prevengdo de sua formag¢do ou o seu tratamento antes de serem
lancadas ao meio ambiente.

2.3 Controle da formacao de drenagem acida

O controle de formagdo DAM pode ser efetuado por diferentes processos, cujos

principais serdo descritos a seguir.

2.3.1 Inundacdes e vedacdo de minas subterraneas

Na medida em que tanto o oxigénio e a 4gua sdo necessarios para perpetuar a

formagao da DAM, segue-se que, excluindo qualquer um (ou ambos) destes, pode ser possivel



20

para evitar ou minimizar a producdo de drenagem acida. Uma maneira pela qual isso pode ser
alcangado ¢ por inundacdes e vedagdo de minas profundas abandonadas. O oxigénio
dissolvido (OD) presente na dgua da inundagdo serd consumido pela oxidacdo mineral (e
outros), por microorganismos presentes, € o reabastecimento de OD por transferéncia de
massa e difusdo serd impedido por meio da selagem da mina. No entanto, isso s ¢ eficaz
quando ¢ conhecida a localizacdo de todos os pogos e galerias e onde fluxo de oxigénio ndo

ocorre (JOHNSON, D. B. e HALLBERG, K. B., 2005).

2.3.2 Armazenamento subaquatico de residuos de mineracio

O armazenamento subaquatico também tem sido utilizado para escoamento e
armazenamento de rejeitos de minas que sdo potencialmente produtores de dcidos. Coberturas
de aguas rasas podem ser utilizadas, e sua eficacia pode ser melhorada através da cobertura
dos rejeitos com uma camada de sedimentos ou matéria organica, que tem a dupla vantagem
de limitar a entrada de oxigénio e oferecer alguma prote¢do contra a ressuspensdo dos rejeitos
devido as ac¢des do vento e das ondas. Coberturas secas utilizadas para o armazenamento de
superficie de despejos minerais reativos também podem incorporar uma camada orgénica, que
normalmente ¢ construida a partir da argila (LI et al. 1997; SWANSON et al., 1997 apud
JOHNSON, D. B.; HALLBERG, K. B., 2005).

2.3.3 Misturas de residuos minerais

Outra abordagem sugerida para minimizar da produ¢cdo de DAM € misturar materiais
geradores de d4cidos e materiais consumidores de 4cidos, produzindo compostos
ambientalmente benignos. Uma variag@o sobre este tema ¢ a adicao de fosfatos em fase solida
(tal como apatita) para residuos piritosos de mina, a fim de precipitar o ferro (III) na forma de
fosfato de ferro, reduzindo o seu potencial para atuar como um oxidante de sulfetos. No
entanto, a inibicdo da oxidacdo da pirita utilizando esta abordagem pode ser apenas
temporaria, devido ao processo de “blindagem” dos minerais de fosfato adicionados
(MEHLING et al., 1997; EVANGELOU, 1998 apud JOHNSON, D. B.; HALLBERG, K. B.,
2005).

A aplicacdo de fosfato soluvel (juntamente com perdxido de hidrogénio) é uma das
tecnologias de "revestimento" que tem sido desenvolvido por Evangelou e colaboradores

(1998). O peroxido oxida a pirita, produzindo ferro férrico, que reage com o fosfato para
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produzir uma superficie de revestimento protetora do fosfato férrico. Uma técnica alternativa
que envolve a formacdo de um 6xido de ferro/revestimento de silica sobre superficies piriticas
também tem sido descrita (EVANGELOU, 1998 apud JOHNSON, D. B.; HALLBERG, K.
B., 2005).

Bactérias litotroficas (“comedores de rocha”), que atuam como oxidantes de ferro e
enxofre t€m um papel central na geragdo de DAM. Neste contexto, varios testes em escala de
laboratorio e de campo utilizando biocidas foram realizados para inibir suas atividades em
esp6lios minerais e rejeitos. Para tanto, pode ser utilizado tensoativos anidnicos, como dodecil
sulfato de sodio (SDS), que sdo altamente toxicos para este grupo de microrganismos
(JOHNSON, D. B.; HALLBERG, K. B., 2005).

Dadas as dificuldades praticas que implicaria na inibi¢do da formacdo de DAM na
fonte, muitas vezes, a Unica alternativa ¢ minimizar o impacto que esta dgua poluente tem
sobre rios e corregos receptores, € mais amplamente sobre o meio ambiente, sendo que tal
abordagem envolve medidas de “controle migratorio” que pode ser dividido em processos
ativos e passivos. O processo ativo refere-se a aplicacdo continua de materiais alcalinos para
neutralizar as dguas acidas e precipitar os metais, sendo que 0 processo passivo estd
relacionado ao uso de ecossistemas naturais e zonas Umidas construidas. Os sistemas passivos
tém a vantagem de exigir relativamente pouca manutencdo (e custos recorrentes) do que os
sistemas ativos, apesar de eles serem caros e/ou impraticaveis para construir em primeiro
lugar. Na realidade, todas as tecnologias de tratamento passivo exigem certo valor de custo de

manutengdao (JOHNSON, D. B.; HALLBERG, K. B., 2005).

2.4 Tratamento de drenagem acida de mina de carvao

Para o tratamento de DAM podem ser empregadas estratégias abioticas e bioticas,

cujos fundamentos basicos serdo descritos a seguir.

2.4.1 Estratégias de tratamento abidtico

As estratégias abioticas de tratamento de DAM compreendem o uso de tecnologias
ativas e passivas.

Em relacdo as tecnologias ativas, o0 método mais amplamente utilizado para atenuar os
efluentes acidos ¢ um processo de tratamento ativo envolvendo adi¢cdo de um agente quimico

de neutralizagdo (COULTON et al. 2003b apud JOHNSON, D. B.; HALLBERG, K. B.,
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2005). A adi¢ao de um material alcalino a DAM ird aumentar o seu pH, acelerar a taxa de
oxidagdo quimica do ferro ferroso e levar muitos dos metais presentes em solucdo a precipitar
como hidréxidos e carbonatos. O resultado ¢ a produ¢do de um lodo rico em ferro que
também pode conter varios outros metais, dependendo da quimica da 4gua de mina tratada.
Virios reagentes de neutralizagdo tém sido utilizados, incluindo cal (6xido de calcio), cal
hidratada, carbonato de calcio, carbonato de sddio, hidroxido de sodio e 0xido e hidroxido de
magnésio. Embora o tratamento quimico ativo possa proporcionar efetiva reparagdo da DAM,
tem as desvantagens dos elevados custos de exploracdo e problemas com a elimina¢do dos
grandes volumes de lama que sdo produzidos (JOHNSON, D. B.; HALLBERG, K. B., 2005).

O tratamento quimico ativo ¢, em seu conceito bdsico, uma abordagem de baixa
tecnologia para remediacdio de DAM. Neste sentido, tem havido uma série de
aperfeigoamentos que visam melhorar a eficiéncia do processo e reduzir os problemas
associados com os grandes volumes de lodo produzidos. Por exemplo, adicdes multiplas
intensificadas de reagentes, acompanhada pelo controle do pH podem resultar na remocao
seletiva de alguns componentes da DAM, como arsénio e molibdénio (AUBE e PAYANT,
1997 apud JOHNSON, D. B.; HALLBERG, K. B., 2005). Varios reagentes floculantes podem
ser utilizados para promover a agregacdo de precipitados, contribuindo assim para a sua
eliminagdo em lagoas de decanta¢do. O lodo rico em ferro produzido pela adi¢do de alcalis ¢é
muito volumoso e rico em dgua, geralmente contendo apenas 2-4% de solidos. Modificacdes
da técnica envolvendo a reciclagem parcial de lamas dentro de tanques de retencdo de cal
podem produzir um lodo que contém cerca de 20% de sdlidos, o que melhora cerca de 50% de
solidos na desidratagdo, formando uma “lama de alta densidade”. A principal vantagem de um
processo de "lama de alta densidade” € que os custos de escoamento € armazenamento do
produto final sdo muito reduzidos (COULTON et al.,, 2003a apud JOHNSON D. B.;
HALLBERG, K. B., 2005).

Em relacdo as tecnologias passivas, uma abordagem alternativa para a adi¢do de
alcalinidade a DAM ¢ o uso de drenos de calcario andxico (do inglés, Anoxic Limestone
Drain - "ALD"). O objetivo com estes sistemas ¢ adicionar alcalis a DAM, mantendo o ferro
em sua forma reduzida para evitar a oxidacdo do ferro ferroso e precipitagdo de hidréxido
férrico sobre a pedra calcaria ("blindagem"), que de outra forma reduz severamente a eficacia
do agente de neutralizagdo. Na medida em que, em teoria, as ALD’s requerem uma
manutengdo minima, uma vez construida, o seu uso ¢ considerado uma atitude passiva para o
tratamento de dgua de mina. Em uma ALD, a dgua de mina ¢ obrigada a fluir através de um

leito de cascalho de pedra calcaria no ambito de um dreno que € impermeavel ao ar e a dgua
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(geralmente construidos de um forro de fundo de plastico e uma cobertura de argila).
Problemas também ocorrem quando ALD’s sdo usadas para tratar as dguas gaseificadas de
mina. A passagem da DAM por meio de uma lagoa anoxica antes da drenagem de calcério
andxico pode ser necessdria para reduzir as concentracdes de oxigénio dissolvido para os
niveis necessarios para evitar a oxidagdo do ferro. Outra possivel desvantagem ¢ que a
formagdo de carbonatos de ferro e manganés em géis de carbonato dentro de ALD’s pode
causar a dissolu¢do incongruente do cascalho de calcirio (KLEINMANN et al., 1998;
EVANGELOU, 1998 apud JOHNSON, D. B.; HALLBERG, K. B., 2005).

2.4.2 Estratégias de tratamento bidtico

As estratégias de tratamento bidtico compreendem diferentes processos, sendo os

principais descritos a seguir.

2.4.2.1 Processos bioldogicos

A base da bioremediacdo de DAM deriva da capacidade de alguns microorganismos
para gerar alcalinidade e imobilizar metais, assim, essencialmente, revertendo as reacdes
responsaveis pela origem da DAM. Embora nas zonas Umidas aerdbicas construidas para o
tratamento aerdbio de DAM, macrofitas, tais como Phragmites spp. € Typha spp. sdo as
formas mais evidentes de vida atual e suas func¢des diretas na melhoria da qualidade da 4dgua
tem sido questionada (JOHNSON, D. B.; HALLBERG, K. B., 2002 apud JOHNSON, D. B.;
HALLBERG, K. B., 2005).

Processos microbiologicos que geram alcalinidade sdo, na sua maioria, redutores de
processos, e inclui a desnitrificacdo, metanogénese, reducdo do sulfato, e redugdo de ferro e
manganés. Amonificacdo (a produ¢do de amdnia a partir de compostos contendo nitrogénio
organico) também ¢ um processo de geracdao de alcalis. Devido a relativa escassez dos
materiais necessarios (por exemplo, nitrato), alguns destes processos tendem a ter menor
importancia em ambientes impactados por DAM. No entanto, na medida em que tanto o ferro
férrico e o sulfato tendem a ser muito abundante em DAM, a génese de alcalis resultantes da
reducdo dessas duas espécies potenciais tem um significado potencialmente importante em
dguas impactadas pela DAM. Microorganismos fotossintéticos, por consumir uma base fraca
(bicarbonato) e produzindo uma base forte (ions hidroxila), também geram alcalinidade

liquida (JOHNSON, D. B.; HALLBERG, K. B., 2005).
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Embora a reducdo do ferro soluvel ndo diminua a acidez da solucdo, a reducdo da fase
solida (cristalina e amorfa) produz compostos de ferro férrico. As bactérias que catalisam a
reducdo de sulfato a sulfeto geram alcalinidade, transformando um &cido forte (sulfurico) em
um 4cido relativamente fraco (sulfeto de hidrogénio, H,S). Além do efeito benéfico sobre a
DAM provocado pelo conseqiiente aumento do pH, a redu¢do do sulfato € um importante
mecanismo para a remocao de metais toxicos da DAM, uma vez que formam sulfetos de
metais altamente insoluveis (JOHNSON, D. B.; Hallberg, K. B., 2005).

A oxidacdo biologica do ferro ferroso para férrico (que ¢ altamente insolivel em pH
acima de 2,5) ¢ o processo de outra grande imobilizagdo de metais que ocorre em zonas
umidas e bioreatores aerdbios (JOHNSON, D. B.; HALLBERG, K. B., 2005).

A maioria das opgdes de bioremediagao para DAM sdo sistemas passivos, e destes,
apenas compostos construidos em terras imidas e bioreatores tém sido utilizados em sistemas
de tratamento em larga escala. As principais vantagens dos sistemas passivos de
bioremediacdo sdo os seus custos de manutencdo relativamente baixos € o fato de que o
produto do tratamento da 4gua em fase solida € retido dentro de sedimentos de zonas imidas.
Em contrapartida, eles sdo relativamente caros para instalar e podem exigir mais terras do que
¢ disponivel ou adequado. Além disso, seu desempenho ¢ menos previsivel do que os sistemas
de tratamento quimico, o destino em longo prazo e a estabilidade dos depositos que acumulam
dentro deles ¢ incerto (JOHNSON, D. B.; HALLBERG, K. B., 2002 apud JOHNSON, D. B.;
HALLBERG, K. B., 2005).

2.4.2.2 Sistemas biologicos passivos: zonas umidas aerobicas

Zonas umidas aerdbicas sdo geralmente construidas para tratar dguas de minas. Se
houver alcalinidade insuficiente na 4gua de mina para evitar uma queda significativa no pH,
isto pode ser alterado por incorporagao de, por exemplo, um dreno anéxico de calcario. A fim
de manter condigdes oxidantes, as zonas umidas aerdbicas sdo sistemas relativamente rasos
que operam por escoamento superficial. Macrofitas sdo plantadas utilizadas para regular o
fluxo de 4gua e para filtrar e estabilizar o acimulo de precipitados de ferro. Este sistema
também fornece superficie adicional para a precipitacdo de fase solida, para compostos de
ferro e minerais (JOHNSON, D. B.; HALLBERG, K. B., 2005).

Um segundo maior processo corretivo que ocorre em zonas Umidas aerdbicas
receptoras de DAM ¢ a remocdo de arsénio, proveniente, principalmente, da dissolucao

oxidativa da arsenopirita (FeAsS) presente em materiais de residuos de minas. O arsénio
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soliivel, que esta presente principalmente na forma aniénica como AsOy” nas dguas de minas,
pode ser removido por adsorcdo a coldides positivamente carregados, tais como coloide de
ferro através da formagado de escorodita (FeAsO4). De maneira interessante, as cepas originais
de bactérias Thiomonas spp., que oxidam arsénio (III) a arsénio (IV), bem como oxidantes de
ferro ferroso e compostos reduzidos de enxofre, t€ém sido isolados de aguas de mina
(BATTAGLIA-BRUNET et al., 2002; COUPLAND et al., 2003 apud JOHNSON, D. B.;
HALLBERG, K. B., 2005).

2.4.2.3 Sistemas biologicos passivos: zonas iumidas aerobicas/biorreatores compostos

Em comparagdo as zonas umidas aerobias, as principais reagdes que ocorrem em
bioreatores compostos utilizados para mitigar DAM sdo anaerobias. O termo “bioreator
composto” € um termo genérico preferivel para descrever tais sistemas, bem como algumas
instalacdes. As reacdes microbianas catalisadas que ocorrem em bioreatores compostos geram
alcalinidade liquida e sulfeto biogénico, e, portanto, estes sistemas podem ser usados para
tratar aguas de mina, que sdo acidas e ricas em metais, tal como a DAM de minas
abandonadas. Novamente, em contraste com zonas umidas aerdbias, as reagdes redutoras que
ocorrem dentro de zonas Uimidas compostas sdo movidas por elétrons que derivam do
composto em si. A escolha dos materiais organicos utilizados varia de acordo com a
disponibilidade local, bem como a sua eficicia comprovada, embora geralmente, os
compostos sdo preparados através da mistura de materiais relativamente biodegradaveis (por
exemplo, esterco de vaca ou cavalo, ou composto de cogumelos) com materiais mais
recalcitrantes (por exemplo, serragem, turfa, ou palha). A biodegradagdo lenta do ultimo se
presume a agir como um suprimento em longo prazo de substratos apropriados (e amodnio),
para bactérias nativas redutoras de ferro e sulfato (do inglés FRB e SRB, respectivamente),
que geralmente sdo consideradas tendo o papel principal na remediacio de DAM em
biorreatores compostos. Entretanto, poucos sdo os dados quantitativos sobre a importancia
relativa da redugdo do ferro e sulfato nas zonas imidas compostas e, praticamente, pouco se
sabe sobre como a microbiologia desses sistemas muda conforme as idades dos ecossistemas,
especialmente no que diz respeito ao fornecimento do substrato. Além de processos mediados
biologicamente, a qualidade da DAM em zonas umidas compostas ¢ melhorada através da
filtragdo de materiais em suspensdo e coloidais e por via da adsorcdo de metais da matriz

organica (VILE e WIEDER, 1993 apud JOHNSON, D. B.; HALLBERG, K. B., 2005).
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2.4.2.4 Sistemas biologicos passivos: zonas umidas aerobicas e anaerdbicas

Sistemas de bioremedia¢do passivos, que utilizam uma combinacdo de zonas umidas
aerobicas e anaerobicas, tém sido usados em grande escala para o tratamento de DAM. Um
exemplo ¢ o sistema Acid Reduction Using Microbiology (ARUM). Este sistema consiste de
duas cé€lulas de oxidacdo, dentro das quais o ferro ¢ oxidado e precipita; além destes, a DAM
passa primeiramente através de uma cela e, em seguida, através de duas células “ARUM”,
dentro das quais, alcalis e sulfetos sdo gerados. Os materiais organicos que promovem a
reducdo do sulfato nas células “ARUM” sdo originados de macroéfitas flutuantes (por
exemplo, Typha latifolia L.). Os sistemas ARUM tém se mostrado efetivos no tratamento de
DAM em altas latitudes e locais subtropicais (KALIN e CHAVES, 2001 apud JOHNSON, D.
B.; HALLBERG, K. B., 2005).

2.4.2.5 Sistemas biologicos passivos: barreiras reativas permeaveis

Barreiras reativas permedveis, do inglés “Permeable reactive barriers (PRBs)”, estdo
sendo usadas cada vez mais para tratar uma ampla gama de 4guas subterrdneas poluidas.
Aqueles que foram instalados para bioremediar DAM, operam nos mesmos principios basicos
como bioreatores compostos. A construcdo de BRPs envolve a escavagdo de uma trincheira
ou cova no caminho do fluxo da agua subterranea contaminada, preenchendo o vazio com
materiais reativos (uma mistura de so6lidos organicos e, possivelmente, cascalho de pedra
calcaria), que sdo suficientemente permedaveis para permitir o fluxo livre das &guas
subterraneas, ¢ da superficie perturbada da paisagem. Processos microbiologicos redutores
dentro de BRPs geram alcalinidade (que ¢ favorecida e acrescentada pela dissolucdo do
calcario e/ou minerais basicos) e remog¢dao de metais na forma de sulfetos, hidroxidos e
carbonatos (BENNER et. al., 1997; YOUNGER et al., 2003 apud D. B. JOHNSON; K. B.
HALLBERG, 2005).

2.4.2.6 Sistemas biologicos passivos: bioreatores oxidantes de ferro

A oxidac¢do do ferro ferroso a férrico em aguas acidas de mina (pH<4) ¢ muito
acelerada por procariotos ferrooxidantes (bactéria e archaea), muitos dos quais sdo
autotroficos (ou seja, como as plantas verdes, eles fixam o carbono inorganico e tem um

requisito nutricional minimo). A mais bem estudada destas bactérias ¢ Acidithiobacillus
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ferrooxidans, um acidéfilo obrigatério que também oxida uma variedade de compostos
reduzidos de enxofre. A taxa do fator limitante na oxidagdo biolégica do ferro ¢
freqlientemente o niimero de bactérias ferrooxidantes presentes, e varios grupos de pesquisa
tém procurado abordar isto através da imobilizacdo de 4. ferrooxidans em uma matriz solida,
formando a base de reatores de leito fixo ou comutadores bioldgicos. Pesquisas nesta area tém
se concentrado sobre as vantagens percebidas (ou ndo) de meios de suporte diferentes para as
bactérias e se focaram exclusivamente em uma unica espécie de ferrooxidante, a A.
ferrooxidans. Atualmente, sabe-se que existe uma consideravel biodiversidade de procariotos
ferrooxidantes cada um com diferentes afinidades por ferro ferroso, temperatura e pH 6timo,
etc. Seria esperado que diferentes espécies oxidantes de ferro seriam mais apropriadas a
algumas situacdes do que outras, por exemplo, o acidofilico Thiomonas spp. acelera
moderadamente a oxidag@o do ferro em dguas de mina de pH superior a 3 (LONG et al., 2003,
HALLBERG, K. B.; JOHNSON, D. B., 2001 apud JOHNSON, D. B.; HALLBERG, K. B.,
2005).

2.4.2.7 Sistemas biologicos ativos: biorreatores de sulfetogénese

Bioreatores de sulfetogénese representam uma abordagem radicalmente diferente para
remediacdo de DAM. Estes sistemas de engenharia tém trés vantagens potenciais sobre
remediacdo biologica passiva: o seu desempenho ¢ mais previsivel e facilmente controlado;
permitem que os metais tdxicos como cobre e zinco, presentes em DAM, sejam seletivamente
recuperados e reutilizados; as concentracdes de sulfato em dguas transformadas podem ser
significativamente reduzidas. Em rela¢do as suas desvantagens, a construcdo € 0s custos
operacionais desses sistemas sdo consideraveis (JOHNSON, D. B.; HALLBERG, K. B.,
2005).

Bioreatores de sulfetogénse utilizam a producdo biologica de sulfeto de hidrogénio
para gerar alcalinidade e remover metais como sulfetos insoltveis, que ¢ um dos processos
que ocorrem em bioreatores compostos ¢ BRPs. No entanto, bioreatores de sulfetogénese sao
construidos e operados para aperfeicoar a producdo de sulfeto de hidrogénio. (JOHNSON,
2000; BOONSTRA et al., 1999 apud JOHNSON, D. B.; HALLBERG, K. B., 2005).
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2.5 Utiliza¢ao de sedimentos gerados em ETE como alternativa de tratamento de DAM

O tratamento de drenagem dcida de mina de carvdo nas empresas mineradoras da
regido carbonifera catarinense, em geral, é feito em Estacdo de Tratamento de Efluentes
(ETE), através de uma pré-corre¢ao de pH, com posterior remocao de metais. Contudo, estes
processos demandam diversas etapas e elevados recursos financeiros, além da geracdo de
sedimentos formados pela precipitagdo de metais na etapa de alcalinizacdo da drenagem em
ETE (GEREMIAS et al., 2008). Estes sedimentos, em muitos casos, ndo sdo aproveitados
economicamente, sendo depositados no meio ambiente de forma inadequada. Desta forma,
faz-se necessaria a busca de novas tecnologias de remediagdo, utilizando-se materiais de
baixo custo e com melhor capacidade de remocdo dos poluentes (VAN RENSBURG,
MORGHENTAL, 2003 apud GEREMIAS, 2008).

Neste contexto, a utilizagdo de Oxidos obtidos por processo de calcinacdo de
sedimentos gerados em ETE de empresas de mineragcdo de carvao poderia ser uma alternativa
de remediacdo das drenagens. Tem-se proposto que estes Oxidos seriam capazes de atuar
como adsorvente de H3O", provocando a elevacdo do pH com conseqiiente precipitagio e
remogao de metais, além de adsorverem metais por atracdo eletrostatica e forgas dipolo-
dipolo, em decorréncia da presenca de cargas superficiais (GEREMIAS et al., 2008).

Salienta-se que, além de se constituir em um processo de tratamento de pouca
complexidade e de baixo custo, 0 mesmo € capaz de conferir um destino economicamente
viavel ao sedimento, justificando o seu uso para este fim.

Desta forma, o emprego destes sedimentos para o tratamento da drenagem poderia ser
uma alternativa importante para o seu uso, minimizando os impactos de sua deposi¢do ao

meio ambiente.

2.6 Avaliacao da eficacia do tratamento de DAM utilizando parametros fisico-quimicos e

bioensaios

O monitoramento de drenagem acida, bem como, dos processos propostos para o seu
tratamento ¢ de suma importancia, para que se tenha uma melhor avaliacdo dos impactos
causados por estes no meio ambiente. Para tanto, pode-se propor a utilizagdo de parametros
fisico-quimicos, como analise de metais ¢ medicdo do pH, uma vez que estes seriam o0s

principais fatores envolvidos na toxicidade do meio (GEREMIAS et al., 2008).
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Além da avaliacdo de parametros fisico-quimicos, faz-se necessario a utilizagdao de
ensaios com organismos bioindicadores, os quais respondem rapidamente a qualquer alteracao
ambiental, como forma de monitorar a qualidade de efluentes e a eficacia do seu tratamento
(GEREMIAS et al., 2008). Em geral, os organismos bioindicadores sdao utilizados em
metodologias cujo objetivo € testar a sua sobrevida, e para este proposito, tem-se indicado
teste de toxicidade aguda em microcrustaceos (ex.: Artemia sp.) e fitotoxicidade (ex.: Allium
cepa L.), além de outros organismos como bactérias, fungos e animais (SVENSSON et al.,
2005; SAURABH et al., 2005, apud GEREMIAS et al., 2008).

O uso de Allium cepa L. (cebola) foi introduzido em 1938 como teste biologico para
avaliacdo dos efeitos citogenéticos da colchicina. Até entdo a mesma vem sendo utilizada
como organismo bioindicador para avaliacdo ecotoxicologica de ambientes contaminados por
varias classes de poluentes, tais como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, pesticidas
halogenados, metais pesados, entre outros. Para tanto, tem sido avaliados diversos parametros
fitotoxicos, tais como, bioacumulo de contaminantes em diferentes tecidos (raizes, folhas e
bulbos), inibicdo de crescimento de raizes e folhas, efeitos citogenéticos e mutagénicos, entre
outros. O uso deste vegetal em testes ecotoxicologicos oferece beneficios como sensibilidade,
reprodutibilidade, resposta em breve periodo de tempo, necessidade de pouco volume de
amostra de contaminante, bem como baixo custo. Allium cepa L. também tem sido
recomendado por agéncias internacionais de protecdo ambiental para avaliacdo da toxicidade
de contaminantes ambientais (RICHA et al., 2005; FATIMA, AHMAD, 2005; MADEJON et
al., 2006; FISKESJO, 2006; FATIMA, AHMAD, 2006; CALZONI et al., 2007;
TOMASEVIC et al., 2008, apud GEREMIAS, 2008).

Ensaios de letalidade em organismos bioindicadores expostos a contaminantes ¢ um
parametro drastico de avaliagdo de toxicidade. Desta forma, o desenvolvimento e uso de
biomarcadores, enquanto indicadores de alteracdes bioquimicas, fisioldgicas e morfoldgicas
em organismos-teste, vém ganhando espago como mecanismo de avaliagdo de impacto
ambiental (STREB et al., 2002 apud GEREMIAS, 2008).

Dentre os biomarcadores, encontram-se os que avaliam a genotoxicidade decorrente da
exposicao a agentes toxicos em ambientes aquaticos e, para tanto, tem-se sugerido o uso de
teste de atividade de clivagem de DNA plasmidial (SREEDHARA; COWAN, 2001).

Plasmideos sdo elementos genéticos extracromosdmicos com capacidade de replicag@o
autdbnoma independente do cromossomo bacteriano, sendo considerados replicons (unidades
genéticas de replicacdo autonoma). A grande maioria dos plasmideos ¢ formada por

moléculas de DNA dupla fita circulares, mas existem também plasmideos lineares e



30

plasmideos integrativos que se posicionam no cromossomo das células. O tamanho destes
elementos pode variar de 1 a 1000 Kilobases (Kb) e normalmente ndo possuem homologia
com o cromossomo da célula hospedeira em sua sequéncia de nucleotideos (ZAHA, 2003
apud PICH, 2009).

Os plasmideos podem ser classificados de acordo com a quantidade e as espécies
bacterianas que habitam ou de acordo com seus grupos de incompatibilidade. Estes baseiam-
se no fato de que plasmideos diferentes podem estar presentes em uma mesma célula desde
que sejam compativeis. Também podem ser classificados como naturais, que normalmente
sdo encontrados nas bactérias em seus estados selvagem e artificiais, este ultimo via de regra
foram produzidos por engenharia genética e possuem caracteristicas distintas e bem definidas
como ¢ o caso do plasmideo pBSK-II (ZAHA, 2003 apud PICH, 2009).

A metodologia de clivagem de DNA plasmidial ¢ empregada com a finalidade de
tornar cepas bacterianas capazes de incorporar facilmente fragmentos de DNA, através de
tratamento quimico (AUSUBEL et al. 2002 apud PICH, 2009). As c€lulas sdo primeiramente
preparadas, e logo depois, transformadas. A transformagdo tem por objetivo, introduzir o
plasmideo desejado nas bactérias competentes, através do choque térmico. Com esse método
obtém-se em placas de petri com meio sélido, colonias de bactérias transformadas com o
plasmideo desejado (PICH, 2009). Apos as bactérias serem transformadas com o plasmideo
desejado, ¢ feita a extracdo de DNA plasmidial. A partir do procedimento de extragcdo, obtém-
se normalmente quantidades superiores a 90% de DNA plasmidial intacto, que se mantém em
sua forma superenovelada (PICH, 2009).

Quebras na dupla hélice fazem com que a forma superenovelada (FI) transforme-se em
circular aberta (FII) através de quebras simples e forma linear (FIII), através de quebra dupla

da cadeia, conforme demonstrado na figura 1.
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Figura 1. Esquema de corte da molécula de DNA plasmidial. Fonte: modificado de Berg;
Tymoczko e Stryer, (2004 apud PICH, 2009)

Todas as trés formas possuem velocidades de migracdo eletroforética diferenciadas,
apresentando-se como bandas distintas em géis de eletroforese, como demonstrado na figura 2

(SHREDDHARA ¢ COWAN, 2001 apud PICH, 2009).

Fll

Flll

Fi

Figura 2. Fotografia de um gel de agarose demonstrando a separacdo das formas de DNA
plasmidial. Fonte: PICH, 2009.

Portanto, a avaliacdo de parametros fisico-quimicos associado ao uso de ensaios
de toxicidade em organimos bioindicadores e de biomarcadores de genotoxicidade contribui
de forma expressiva para a caracterizacdo da drenagem acida de mina, bem como, para a
analise da eficacia do seu tratamento utilizando sedimento calcinado como material

alternativo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a toxicidade em organismos
bioindicadores expostos a drenagem acida de mina de carvao antes € apds o seu tratamento

com sedimentos gerados em Estagdo de Tratamento de Efluentes submetidos a calcinagao.

3.2 Objetivos especificos

. Caracterizar a drenagem &cida de mina, antes e apds seu tratamento com sedimento
calcinado, através da determinacao do pH e das concentragdes dos metais, Al, Fe, Mn, Cu, Cd

e Zn;

. Avaliar a toxicidade aguda em microcrustaceos Artemia sp. expostos a drenagem ndo tratada

e apods o tratamento com o sedimento calcinado;

. Avaliar a fitotoxicidade em Allium cepa L. exposta a drenagem ndo tratada e apos o

tratamento com o sedimento calcinado;

. Avaliar a genotoxicidade da drenagem ndo tratada e tratada com o sedimento calcinado

através de testes de clivagem de DNA plasmidial in vitro;

. Verificar se o sedimento calcinado ¢ eficaz na elevagdo do pH, na remo¢do ou reducdo de
metais da drenagem, bem como na diminui¢do ou remocao da toxicidade sobre os organismos

bioindicadores em estudo.

. Avaliar a possivel utilizacdo de sedimento gerado em Estacdo de Tratamento de Efluentes

como uma alternativa para o tratamento de drenagem acida de mina de carvao.
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta de drenagem acida de mina de carvio

Amostras de drenagem dcida de mina de carvao (20L) foram coletadas em frascos de
polietileno em Estacdo de Tratamento de Efluentes de uma empresa de mineracdo de carvao
situada na regido sul de SC, sendo resguardada em sigilo a razdo social da empresa. As

amostras foram armazenadas em condi¢des adequadas até o inicio dos experimentos.

4.2 Coleta e calcina¢ao do sedimento

Amostras de sedimento (5 kg) foram coletadas em frasco de polietileno em Estagdo de
Tratamento de Efluentes (ETE) da mesma empresa mineradora. O sedimento foi calcinado em
mufla a 800°C por 1h e armazenados em condi¢des adequadas até o inicio dos experimentos

(GEREMIAS et al., 2008).

4.3 Tratamento da drenagem com o sedimento calcinado

Amostras de drenagem foram submetidas ao tratamento com o sedimento calcinado na
propor¢ao de 25 ml/g de sedimento, sob agitacdo, a temperatura ambiente por 24h. Ao final
do tratamento, a drenagem foi filtrada, com posterior determinagdo do pH por potenciometria
e das concentragdes dos metais Al, Fe, Mn, Cu, Cd e Zn por Espectrometria de Absorgao

Atomica em Chama.

4.4 Toxicidade aguda em Artemia sp.

Cistos de microcrustaceos de Artemia sp. (50 mg) foram colocados em 100 mL de
solugdo salina a 2%, durante 24 horas, a aproximadamente 37°C, sob aeragdo e ao abrigo da
luz para a eclosdo em naupilos. Os naupilos (n=10, em quadruplicatas) foram expostos a 2 ml
de diluigdes seriadas de drenagem nao tratada e tratada com o sedimento calcinado, em placas
“mulltiwel”, por 24 horas, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Foi utilizada solucao
salina a 2% como controle negativo. Ao final da exposi¢do foi determinada a concentragdo
letal média (CLsp), definida como a concentragdo na qual ocorre a mortalidade em 50% dos

organismos bioindicadores (SVENSSON et al., 2005) e, para tanto, foi empregado o método
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matematico Trimmed Spearman-Karber, utilizando-se programa Probitos® (GEREMIAS,
2008).

4.5 Fitotoxicidade em Allium cepa L.

Allium cepa L. (n=6) tiveram suas raizes envelhecidas retiradas com bisturi e
determinado o peso dos bulbos. Posteriormente, os bulbos foram expostos a 50 mL de
drenagem ndo tratada e tratada com sedimento calcinado, em tubos falcon, por 7 dias, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Foi utilizada 4gua mineral como controle negativo.
Apos a exposigdo foi avaliado a fitoxicidade, através da determinacdo do niimero de raizes,

comprimento das raizes e ganho de peso do bulbo (BORTOLOTTO et al., 2009).

4.6 Teste de Clivagem de DNA plasmidial in vitro

Células de Escherichia coli DH5a foram transformadas com o plasmidio pBSK-II pela
técnica descrita por Sreedhara e Cowan (2001). O DNA plasmidial foi purificado, conforme
metodologia descrita por Ausubel (2002) apud PICH (2009), e o DNA plasmidial intacto, na
forma supertorcida (FI), foi incubado por 16h, a 37°C em tampao HEPES (200 mM), com
concentracdes seriadas da drenagem ndo tratada e apds o tratamento com o sedimento
calcinado. Apds a incubagao, foi adicionado o tampao de eletroforese para a interrupgao das
reacoes, sendo estas aplicadas em gel de agarose com brometo de etidio e submetidas a
eletroforese horizontal com tampdao TBE 0,5x por 50min a 50V. Apds a corrida, o gel
contendo as bandas com as formas do DNA plasmidial foram visualizadas com o auxilio de
transluminador (A =302nm), fotodocumentadas e quantificadas por meio do Software Scion
Image 5.0 (Scion Corporation, MD, USA). A avaliacdo da atividade de clivagem do DNA foi
analisada pela obtencdo de formas alternativas de DNA, a saber: quebra simples (FII) e

quebra dupla (FIII).

4.7 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados obtidos na avalia¢do da fitoxicidade em Allium

cepa L. foi efetuada através de Analise de Variancia (ANOVA), completada pelos testes de

Student-Newman-Keuse e Dunnet, quando necessario. Para tanto, foi utilizado o software
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INSTAT (GrahPad, San Diego, CA, USA), admitindo-se um nivel de significancia de P<0,05.
5 RESULTADOS E DISCUSSSAO

5.1 pH e concentra¢io de metais

Os resultados obtidos dos valores de pH permitem demonstrar que a drenagem nao
tratada apresentou expressiva acidez (pH= 2,81), sendo que o tratamento com o sedimento
calcinado foi eficaz na reducao deste parametro, uma vez que promoveu a elevagdo do pH
para 7,29. Em relacdo a analise de metais, os resultados mostram que a drenagem nao tratada
apresentou elevada concentracao de ferro, aluminio e manganés, sendo que apos o tratamento

com o sedimento calcinado, houve expressiva remoc¢ao dos metais, conforme descrito na

tabela 2.

Tabela 2. Concentracdo de metais na drenagem acida de mina (DAM) ndo tratada e apos o
tratamento com o sedimento calcinado

Metais DAM nio tratada DAM tratada
(mg.L'l) (mg.L'l)

Al 120,2 0,4

Cd <0,01 <0,01
Cu 0,12 0,05
Fe 145,96 0,32
Mn 22,09 0,88
Zn 2,86 0,02

Estes resultados estdo consistentes com os obtidos por Geremias e colaboradores
(2008) que constataram acidez (pH = 2,8) e presen¢a dos metais majoritarios aluminio (30,6
mg. L™, ferro (15,88 mg L™, manganés (11,43 mg. L™, zinco (1,20 mg. L") e cobre (0,2
mg. L") em drenagem 4cida de mina de carvéo, os quais foram efetivamente removidos apds
o tratamento com rejeito piritoso calcinado principalmente em funcdo da elevacdo do pH (de
2,8 para 7,8).

A elevada concentragdo de metais nas drenagens € decorrente da associacdo dos
mesmos em minerais sulfetados. O contato da drenagem com estes minerais ¢ capaz de

solubilizar e lixiviar os metais, em virtude dos baixos valores de pH do meio, com
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consequente elevacdo da concentracdo dos mesmos na drenagem (SASOWSKY et al., 2000
apud BORGES, 2009).

A remocdo dos metais da drenagem apds o tratamento com o sedimento calcinado
poderia ser decorrente da presenga de oxidos de metais, os quais seriam capazes de atuar
como adsorventes de H3;O", provocando o aumento do pH, com conseqiiente precipitacdo e
remog¢ao dos metais em solu¢do, além da remocao dos metais pela adsor¢do dos mesmos na
superficie destes 6xidos (GEREMIAS, 2008; GEREMIAS et al., 2008; BORGES, 2009).

Cabe ressaltar que o tratamento da drenagem com o sedimento promoveu expressiva
remog¢ao de manganés a um pH préximo da neutralidade, o que, em geral, ndo ocorre com 0s
tratamentos convencionais, 0os quais necessitam elevar o pH para valores superiores a 8,0 para
que se possa remover este metal.

Portanto, além de dar um destino econdmico ao sedimento, 0 seu uso no tratamento
das drenagens acidas poderia servir como alternativa para reduzir os impactos causados por

estas no meio ambiente e nas populagdes de diversos organismos aquaticos.

5.2 Toxicidade aguda em Artemia sp.

Os resultados obtidos no teste em Artemia sp. (figura 3) permitem demonstrar que a
drenagem ndo tratada apresentou alta toxicidade aguda para o organismo bioindicador
utilizado, apresentando CLso= 18,46%. Apos o tratamento com o sedimento calcinado, foi
constatado que nao houve mortalidade dos individuos expostos em todas as concentragdes da
drenagem, ndo sendo possivel a determinacdo da CLsy.

O efeito toxico observado na drenagem nao tratada poderia estar associado a elevada
acidez e aos metais presentes em solugdo, os quais foram removidos apds o tratamento com o

sedimento calcinado e conseqiiente elimina¢do da toxicidade sobre o organismo bioindicador.
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Figura 3. Letalidade (%) de Artemia sp. expostos a drenagem 4cida de mina ndo tratada e
tratada com o sedimento calcinado

Trabalhos na literatura também tém descrito o uso de Artemia sp. para avaliagdo dos
efeitos toxicos de contaminantes da mineracdo do carvao e seu tratamento.

Defaveri e colaboradores (2009) utilizaram Artemia sp. como organismo bioindicador
para avaliar a eficiéncia do biopolimento de drenagem acida de mina. Para tanto, coletaram
amostras de drenagem em 4 pontos (Ponto 1= antes do polimento; Pontos 2 ¢ 3= durante o
polimento; Ponto 4= ap6s o polimento). Artemia sp. foram expostos em diferentes
concentragdes das amostras (50, 75, 90 e 100%), sendo determinada a CLso. Eles observaram
que houve mortalidade dos individuos apenas em concentracdo de drenagem acima de 90%, e
constataram que o Ponto 1 apresentou a maior letalidade, seguido dos Pontos 2 e 3, sendo que
o Ponto 4 ndo apresentou toxicidade sobre o bioindicador. A partir dos resultados obtidos, foi
sugerido que o tratamento do efluente por biopolimento foi eficiente na diminuicdo da
toxicidade aguda sobre o microcrustaceo Artemia sp. (BORGES, 2009).

Borges (2009), avaliando a toxicidade de aguas da Bacia Hidrografica do Rio

Urussanga nao remediadas e remediadas com rejeito de mineracdo de carvao, coletadas em 3
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pontos (Ponto 1= Inicio da Bacia Hidrografica — Municipio de Urussanga; Ponto 2=
Intermédio da Bacia Hidrografica — Localidade de Esplanada — Municipio de Morro da
Fumaca; Ponto 3= Estudrio do Rio Urussanga — Ponto final da Bacia — Comunidade de
Torneiro - Municipio de Jaguaruna), utilizando como bioindicador Artemia sp., verificou
expressiva mortalidade em Artemia sp. (CLso= 2,34%), expostas as aguas da bacia nao
remediadas sugerindo que as aguas do Ponto 1 se mostraram mais tdxicas, possivelmente
devido a sua maior aproximagao de areas de mineragdo de carvao.

Geremias e colaboradores (2008), ao avaliarem o uso de microesferas de quitosana na
remocao de acidez e ions de metais, observaram expressiva toxicidade em Artemia sp. (CLsp=
4,97%) exposta a drenagem acida de mineragdo de carvao, a qual apresentava elevada acidez
(pH=2,6) e expressiva concentracdo de metais Al, Fe e Mn. Eles constataram que o
tratamento da drenagem utilizando o rejeito de mineracdo calcinado promoveu a remog¢ao da
toxicidade sobre o organismo bioindicador. Os autores sugeriram que a capacidade do rejeito
em remover a toxicidade estaria relacionada a presenca de 6xidos de metais (ex: Si0,, Al,Os e
Fe,;03) em sua composicio. Estes oxidos seriam capazes de atuar como adsorvente de H30",
provocando a elevagdo do pH, com conseqiiente precipitagdo e remog¢ao de metais, além de
adsorverem metais por adsor¢do quimica e fisica, através de mecanismos de interagdo por
complexacdo, formagao de pares 10nicos, troca i0nica, eletrostaticas e de van der Waals, entre
outros (BORGES, 2009).

Avaliando o biopolimento de drenagem 4acida de mina, Madeira e colaboradores
(2009) verificaram que na avaliacdo da toxicidade aguda em Artemia sp. nenhum ponto
apresentou letalidade expressiva, atingindo no maximo 30% na concentracdo de 100% de
DAM no ponto 1.

Em estudo realizado na regido carbonifera de Criciima/SC, também foi constatado
expressiva mortalidade em Artemia sp. exposta a drenagem acida de mina (CLsy= 3,1%), a
efluentes de infiltracdo de bacias de decantacdo (CLsy= 6,7%), bem como as aguas de rios
atingidas pelos efluentes de mineracdo de carvao (CLsp= 2,5%). Foi sugeriram que a
toxicidade estaria sendo provocada pela presenca de metais pesados como Zn, Fe, Mn, Cu e
Pb (GEREMIAS et al., 2003 apud BORGES, 2009).

Outros autores também observaram expressiva toxicidade aguda em Artemia sp.
quando expostos a drenagem 4cida de mina, devido a elevada acidez (pH < 3,0) e a presenca
dos metais Fe, Mn, Zn, Cu e Pb (GEREMIAS et al., 2003 apud GEREMIAS et al., 2008).

Também tem sido relatada na literatura a toxicidade de metais sobre Artemia sp. e

outros microcrustaceos, podendo-se citar o de Hadjispyrou e colaboradores (2001), que
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observaram mortalidade em Artemia franciscana quando expostas a solucdo de cadmio e
cromo hexavalente.

Portanto, a partir dos resultados obtidos, pode-se sugerir que o tratamento da
drenagem com o sedimento calcinado foi eficiente na remocdo da toxicidade aguda em

Artemia sp.

5.3 Fitotoxicidade em Allium cepa L.

No teste de fitotoxicidade em Allium cepa L. exposta a drenagem acida de mina nao
tratada e tratada com o sedimento calcinado, foram avaliados os parametros de crescimento de
raizes, nimero de raizes e ganho de peso dos bulbos.

Os resultados obtidos da andlise do crescimento de raizes (Figura 4) permitem
demonstrar que a drenagem ndo tratada provocou expressiva inibicdo do seu crescimento e
esta foi considerada extremamente significante, quando comparado com o controle negativo

(4gua mineral) e ao tratamento com o sedimento calcinado.
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Comrprimento das raizes (cm)

CN NT TS

Amostras

Figura 4. Comprimento das raizes (cm) em Allium cepa L. (n=6) expostas por 7 dias, a
drenagem nao tratada (NT), tratada com sedimento calcinado (TS) e a 4gua mineral comercial
como controle negativo (CN). *** Diferenca significativa em relacdo ao TS e CN (p<0,001).
Resultados expressos em Média + Desvio Padrado

Em relacdo ao numero de raizes (figura 5), também foi observado que houve
expressiva reducao nas cebolas expostas a drenagem ndo tratada, quando comparado com o

controle negativo e ao grupo tratado com o sedimento calcinado.
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Numero de raizes

CN NT TS

Amostras

Figura 5. NUmero de raizes em Allium cepa L. (n=6) expostas por 7 dias, a drenagem nao
tratada (NT), tratada com sedimento calcinado (TS) e a 4gua mineral comercial como controle
negativo (CN). *** Diferenca significativa em relacdo ao TS e CN (p< 0,001). Resultados
expressos em Média + Desvio Padrao

Quanto ao ganho de peso dos bulbos (figura 6), verificou-se que ndo houve diferenca

significativa entre os diferentes grupos.
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Figura 6. Ganho de peso dos bulbos em Allium cepa L. (n=6) expostas por 7 dias, a drenagem
ndo tratada (NT), tratada com sedimento calcinado (TS) e & 4gua mineral comercial como
controle negativo (CN). *** Diferenca significativa em relagdo ao TS e CN (p<0,001).
Resultados expressos em Média = Desvio Padrao

Estes resultados permitem sugerir que o tratamento com o sedimento calcinado foi
efetivo para a remocao dos parametros fitotoxicos de inibicdo de crescimento das raizes e
numero de raizes em Allium cepa L.

O vegetal A. cepa pertence a ordem Liliales e a familia Alliaceaec (SOUZA;
LORENZI, 2005 apud DEFAVERI, 2009). E um organismo amplamente utilizado para testes
de monitoramento ambiental (BORTOLOTTO et al, 2009 apud DEFAVERI, 2009).

Geremias et al., (2008) observaram expressiva inibi¢do do crescimento de raizes em A.
cepa L. (RC50 = 9,21%) quando expostas a efluentes de mineragdo, sendo que o efluente
apresentava elevada acidez (pH = 2,72) e, também, elevada concentragdo de metais como Fe,

Al e Mn.
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Em trabalho realizado por Teixeira e colaboradores (2004), foi constatada expressiva
inibi¢do do crescimento de raizes de A. cepa L. (RCsy = 25,2%) expostas a dguas de rios da
regido carbonifera de Criciuma/SC que estavam contaminadas por efluentes de mineragdo de
carvao.

Bortolotto e colaboradores (2009), ao avaliarem o tratamento de drenagem 4acida de
mina em banhados biologicos, verificaram expressiva inibicdo do crescimento de raizes em
Allium cepa L. expostas a drenagem acida em concentragdo de 100%, no entanto esta inibicao
foi insuficiente registrar uma diferenca estatisticamente significante entre os pontos amostrais
de coleta e controle negativo (dgua mineral) e, conseqlientemente, o efluente nao foi
considerado toxico. Apesar disso, uma tendéncia de aumento na toxicidade na entrada do
banhado biolégico construido foi observado que retornaram aos baixos valores na saida.

Em trabalho com drenagem acida de mina de carvdo, também foi constatado alto
potencial de inibi¢do de crescimento de raiz em A. cepa L. gerando inibicdo de 90% na
concentracao de 100% de drenagem e inibicdo de 10% na concentracao de 29% da drenagem,
quando comparados com o controle negativo. Apds o tratamento com microesferas de
quitosana, o processo foi revertido, obtendo-se resultados melhores que os expostos ao
controle negativo (BENASSI, 2004 apud DEFAVERI, 2009).

Portanto, a inibigdo de crescimento de raizes e nimero de raizes em Allium cepa L.
expostas as drenagens ndo tratadas observados em nossos resultados poderiam estar
associados a acidez e presenga de metais no meio, sendo que o tratamento com o sedimento

calcinado removeu estes contaminantes com conseqiiente eliminagdo da fitotoxicidade.

5.4 Clivagem de DNA plasmidial in vitro

Nos resultados obtidos do Teste de Clivagem de DNA plasmidial, verificou-se alta
atividade nucledsica da drenagem ndo tratada (Figura 7), observando-se que houve uma
redugdo da forma superenovelada (F I) e um conseqiiente aumento da forma circular aberta (F
II). Na concentragdo de 12,5% ndo foi possivel visualizar nenhuma forma do DNA
plasmidial, pois 0 mesmo foi totalmente degradado em contato com a drenagem.

Apos o tratamento da drenagem com o sedimento calcinado, constatou-se que a forma
superenovelada (F I) permaneceu em altas porcentagens em todas as concentragoes, sendo que

forma linear (F III) apareceu somente nas concentra¢cdes mais elevadas (Figura 8).
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Figura 7. Formas de DNA Plasmidial exposto a drenagem 4cida de mina ndo tratada.
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Figura 8. Formas de DNA Plasmidial exposto drenagem dcida de mina tratada com o
sedimento calcinado.

A literatura tem descrito o uso do teste de clivagem de DNA plasmidial para
avaliagdo do potencial toxico de contaminantes ambientais.

Madeira (2009), avaliando a atividade nucleasica do efluente liquido filtrado e nao
filtrado (amostra 1 e amostra 2) dos lavadores de gases de olarias utilizando o plasmidio

PBSKII, verificou atividade nucledsica para ambas as amostras. Na amostra 1, obteve
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resultados semelhantes para o efluente nao filtrado e filtrado, percebendo-se a forma linear
(FIII) em todas as concentra¢des dos efluentes, sendo visivel o dano pela diminuigdo da
forma superenovelada (FI) e diminui¢do da forma circular aberta (FII), chegando-se a quase
100% de clivagem linear na ultima concentracdo (25%). Na amostra 2, o efluente apresentou
maior atividade que o efluente da amostra 1 e o efluente ndo filtrado demonstrou mais ativo
do que o filtrado, sendo que no primeiro o DNA plasmidial foi degradado na primeira
concentracdo (3,12%), enquanto que no segundo a degradagdo ocorreu na ultima
concentracao (12,5%).

Cardoso e colaboradores (2008), avaliando a clivagem de DNA plasmidial pela acao
do complexo contendo metal [Cu(Tc)(Phen)(H20)2](Cl04), em diferentes condi¢gdes de pH e
concentragdes, verificaram que o complexo mostrou-se capaz de clivar em todos os pH’s
testados (6,5 a 9,0), em baixas concentracdes (12,5um), a temperatura constante durante 2
horas de incubacao.

Lingard e colaboradores (2005) observaram clivagem de DNA plasmidial promovidos
por material particulado contendo metais-traco Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn, sendo sugerido que
o efeito genotoxico estaria associado a presenga de metais, os quais poderiam promover a
geracdo de espécies reativas de oxigénio que tem a capacidade catalisar transferéncias
eletronicas e, por conseqiiéncia, de reagir com acidos nucléicos “in vitro”

Portanto, os resultados obtidos neste trabalho permitem sugerir que as drenagens
nado tratadas foram capazes de provocar o efeito genotoxico possivelmente em decorréncia da
presenca de metais em solugdo, os quais foram capazes de serem removidos apos o tratamento

com sedimento calcinado e conseqiliente diminui¢ao do dano ao DNA.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se chegar as seguintes conclusdes:

. A drenagem dcida de mina ndo tratada apresentou elevada acidez e expressiva concentracao
de metais, sendo que apos o tratamento com o sedimento calcinado observou-se a elevacao do
pH para valores proximos da neutralidade e relevante reducdo da concentragdo de metais,

principalmente aluminio, ferro, e manganes;

. A drenagem nio tratada apresentou alta toxicidade aguda em Artemia sp., sendo que apos o
tratamento com o sedimento calcinado, foi constatado que ndao houve mortalidade dos

individuos expostos em todas as concentragdes da drenagem;

. Nos ensaios de fitotoxicidade, observou-se que a drenagem ndo tratada provocou expressiva
inibicdo do seu crescimento de raizes e nUmero de raizes de Allium cepa L. quando
comparado com o grupo tratado com sedimento calcinado, sugerindo que o tratamento foi
eficiente na remoc¢do dos efeitos sobre a planta. O ganho de peso ndo mostrou ser

significativamente diferente nos grupos avaliados;

. A drenagem ndo tratada mostrou alta atividade de clivagem de DNA plasmidial, sendo que o
tratamento com o sedimento calcinado promoveu uma redu¢do do efeito genotdxico sobre

material genético;

. Os feitos toxicos da drenagem ndo tratada observados nos bioensaios poderiam estar
associados a acidez e presenga de metais no meio, sendo que o tratamento com o sedimento
calcinado removeu estes contaminantes com conseqiiente diminui¢ao da toxicidade;

. O sedimento calcinado poderia ser utilizado como uma alternativa para o tratamento de
drenagem dcida de mina de carvdo, conferindo uma utilidade econdmica ao mesmo e

minimizando seus impactos sobre o meio ambiente.
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